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Atom  BMRB  Subtilin(53)   Calculated  Predicted 
Dha 
N  121.9  ‐  109.4  ‐ 
Cα  134.0  ‐  136.5  135.9 
Cβ  101.2  ‐  95.7  103.2 
C  167.3  ‐  164.6  170.4 
HN  9.21  9.69  8.73  8.92 
Hβ  5.58  5.97  5.65  5.74  5.04  5.96  5.93  6.02 
Dhb 
N  127.5  ‐  109.4  ‐ 
Cα  130.3  ‐  133.2  130.2 
Cβ  137.9  ‐  121.9  121.6 
C  168.9  ‐  166.1  170.5 
HN  10.5  8.74  8.27  8.28 















































C6‐C7  1.32  1.35  0.03 
C6‐N8  1.40  1.41  0.01 
C5‐C6  1.51  1.53  0.02 
C5‐O9  1.21  1.23  0.03 
C4‐N8  1.36  1.34  0.02 
O3‐C4  1.20  1.22  0.03 
C2‐C4  1.51  1.48  0.04 
C5‐N10  1.35  1.36  0.01 
C1‐N10  1.45  1.45  0.00 
C1‐H1  1.08  1.11  0.03 
C1‐H2  1.08  1.11  0.03 
C1‐H3  1.09  1.11  0.03 
C2‐H4  1.09  1.11  0.03 
C2‐H5  1.09  1.11  0.02 
C2‐H6  1.08  1.11  0.03 
C7‐H7  1.07  1.10  0.03 
C7‐H8  1.07  1.10  0.03 
N8‐H9  1.00  1.00  0.00 

















H4‐C2‐H5  109  109  0 
H4‐C2‐H6  109  109  0 
H6‐C2‐H4  108  109  1 
H4‐C2‐C4  110  110  0 
H5‐C2‐C4  109  110  1 
H6‐C2‐C4  112  110  2 
C2‐C4‐O3  122  121  2 
C2‐C4‐N8  114  115  1 
C4‐N8‐H9  119  119  0 
C4‐N8‐C6  128  130  2 
N8‐C6‐C7  127  128  1 
N8‐C6‐C5  110  110  0 
C6‐C7‐H7  122  123  1 
C6‐C7‐H8  120  119  1 
H7‐C7‐H8  118  118  0 
C6‐C5‐O9  120  122  2 
C6‐C5‐N10  118  119  2 
C5‐N10‐H11  119  120  2 
C5‐N10‐C1  121  122  1 
N10‐C1‐H1  112  111  1 
N10‐C1‐H2  109  111  2 
N10 –C1‐H3  110  111  1 
H1 –C1‐H2  109  108  1 
H1 –C1‐H3  109  108  1 


























Dha N10H11 ‐ OW  1.97  ‐6.59  2.24  ‐6.52  0.27  0.07 
Dha O9 – HW  1.83  ‐7.11  1.73  ‐7.11  0.10  0.00 
Dha N8H9 ‐ OW   1.92  ‐7.39  1.95  ‐7.04  0.03  0.35 





























number  φ (¡)  Std Dev (¡)  ϕ (¡)  Std Dev (¡) 
ring A 
4  ‐101  39  8  38 
5  ‐176  15  ‐124  14 
  16 
6  ‐82  16  102  31 
ring B 
9  ‐80  15  85  23 
10  76  17  34  21 
ring C 
14  ‐62  13  155  17 
15  ‐73  14  ‐35  13 
16  ‐63  9  ‐43  8 
17  ‐98  11  ‐2  11 
18  63  11  25  11 
ring D 
24  ‐68  10  100  10 
25  81  16  24  15 
ring E 
26  ‐96  15  1  68 







φ (¡) Std Dev (¡)  ϕ (¡) Std Dev (¡) 
ring A 
4  ‐82  21  ‐24  21 
5  ‐178  10  155  10 
6  40  51  62  32 
ring B 
9  ‐67  12  86  62 
10  106  68  19  21 
ring C 
14  ‐99  59  168  21 
15  ‐55  34  ‐43  32 
16  ‐83  21  ‐11  27 
17  ‐95  16  ‐5  17 
18  81  19  27  20 
ring D 
24  ‐112  20  109  15 
25  81  14  36  12 
ring E 
26  ‐92  16  108  14 



































Ile 1 HT1  40%  47%  36% 
Ile 1 HT2  45%  30%  44% 
Ile 1 HT3  44%  27%  38% 
Dhb 2 HN  24%  25%  27% 
Dha 5 HN  0%  16%  0% 
Leu 6 HN  0%  18%  0% 
Cys 7 HN  0%  33%  0% 
Abu 8 HN  0%  23%  14% 
Lys 12 HN  0%  59%  15% 
Lys 12 HZ1  32%  49%  39% 
Lys 12 HZ2  38%  56%  32% 
Lys 12 HZ3  35%  52%  39% 
Abu 13 HN  0%  71%  0% 
Gly 14 HN  0%  61%  0% 
Lys 22 HN  0%  0%  37% 
Lys 22 HZ1  0%  26%  40% 
Lys 22 HZ2  0%  27%  34% 
  18 
Lys 22 HZ3  0%  26%  37% 
Abu 23 HN  0%  27%  3% 
Ala 24 HN  0%  19%  0% 
His 31 HE2  10%  0%  18% 
Lys 34 HZ1  20%  2%  11% 
Lys 34 HZ2  22%  1%  10% 
Lys 34 HZ3  24%  1%  12% 
Table 7. Hydrogen bonding between the atoms in nisin and the polar atoms in the lipid head group. 
Data not shown for atoms where the occupancy was less than 15% across all three trajectories. The 
atom is defined by its residue name, residue number and atom type. The occupancy is the percentage 
of trajectory frames where the hydrogen bond is formed. 
 
 
Figure 6. Left Trajectory snapshot from the most populated cluster showing the periodic cell (water 
omitted for clarity); right the same trajectory snapshot showing hydrogen bonding between the nisin 
N‐terminus, Lys12 and oxygen atoms from the phosphate moiety of lipid head groups, phosphate 
atoms of lipid head groups included to illustrate membrane surface. 
To investigate the conformational preferences of the nisin in the aqueous and 
membrane environments, a clustering analysis of the (φ,ϕ) angles was performed 
using the algorithm described by Karpen et al.(56) In this implementation the 
membership of each cluster is unique and all conformations in a cluster are within a 
30¡ radius of each other. For the peptide interacting with the membrane 57 clusters 
were produced, of which the most populated contained 20% of the trajectory frames 
(Figure 6).  When the peptide was in water there were 112 clusters and the most 
populated contained just 6% of the trajectory frames, illustrating the greater 
conformational diversity of nisin in water due to the conformational freedom in the 
x‐direction and the absence of the constraining hydrogen bonds between the lysine 
tails and the membrane. 
 
Discussion 
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The presence of an unsaturated carbon at the α‐position in Dha and Dhb leads to an 
unusual redistribution of electron density across neighbouring peptide bonds. The 
experimental, calculated and predicted chemical shifts of Cα and Cβ of the 
dehydrated residues are 125‐135 ppm and 88‐138 ppm, respectively, compared with 
45‐65 ppm and 20‐70 ppm in the standard amino residues. Delocalization of electron 
density from the nitrogen site towards the α‐carbon is associated with an increase in 
electron density in the carbonyl region. This is in agreement with experimentally 
observed deshielding at the amino protons, which gives rise to a significant upfield 
shift in Dha and Dhb (16, 57, 58). Concomitantly, carbonyl 13C chemical shifts from Dha 
and Dhb are below 170 ppm in contrast to carbonyl shift values observed from the 
common amino acid residues in the region between 174 and 178 ppm. This 
electronic delocalization is reflected in the partial charges of the new parameters of 
dehydroamino residues. For standard amino resides in the CHARMM force field, the 
charges of the grouping consisting of the backbone atoms N, HN, CȘ and HȘ are ‐
0.47, 0.31, 0.07 and 0.09, respectively; for the equivalent grouping from the 
dehydroamino parameters the partial charges of N, HN and CȘ are ‐0.67, 0.36 and 
0.31. Similarly, the partial charges of the backbone carbonyl group are ‐0.51 for 
oxygen and 0.51 for carbon for standard amino residues in the CHARMM force field 
and ±0.635 for the dehydroamino residues.  
 
Nisin binding to lipid membranes  
 
The new parameters were used in an all‐atom MD simulation of nisin in the presence 
of a hydrated model membrane of POPE/POPG, which revealed association of the 
peptide with the membrane surface. N‐terminal association of the peptide with 
POPE/POPG bilayer revealed hydrogen bonding with oxygen atoms of the phosphate 
moiety of individual lipid head groups. During the simulations, the N‐terminus 
hydrogen‐bonded to both lipid species and the ε‐amine of Lys12 formed hydrogen 
bonds with a similar preference for POPG. This supports a model in which receptor 
recognition is preceded by engagement of membrane lipid head groups by cationic 
nisin residues 1 and 12, followed by a random walk across (Figure 6) the membrane 
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surface towards triply negatively charged lipid II molecules. Several experimental 
observations are consistent with this model, such as decreased activity associated 
with N‐terminal succinylation (59) and methylation(5), where the N‐terminus is no 
longer available as hydrogen bond donor. Similarly, extension of the nisin N‐
terminus has a detrimental effect on biological activity (60, 61), where the presence of 
the leaders stops the amino group of Ile1 from interacting with the membrane, as it 
would have fewer hydrogen bond donors to mediate the interaction and there 
would be steric limitations due to the peptide backbone. Compared with native 
nisin, a Lys12Leu variant associates less strongly with the surface of a model 
membrane system that did not contain lipid‐II (62). This non‐conservative mutation 
would prevent the formation of hydrogen bonds between the side chain of residue 
12 and the membrane and would explain the reduced interaction.  
 
Conclusions 
We present a set of CHARMM force field parameters for dehydroalanine and 
dehydrobutyrine, commonly present in lanthionine antibiotics. These were 
developed following the established protocol for adding new chemical moieties to 
the CHARMM force field and are compatible with the parameters for biological 
macromolecules such as proteins, lipids, nucleic acids and small drug‐like molecules. 
The new parameters were verified in MD studies of the nisin molecule in lipid 
membrane and aqueous environments. The results showed good agreement with 
experimental and theoretically predicted NMR data, as well as with the results of 
previous studies of nisin mutants. The findings support the idea that nisin associates 
with a bacterial membrane in the absence of lipid‐II, via hydrogen bonding with 
lysine side chains, and performs a random walk across the membrane surface. We 
are currently using these parameters to investigate the interaction between native 
nisin and lipid II in a lipid bilayer. 
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